范可尼贫血（FA）是一种罕见的常染色体或X染色体连锁的隐性遗传病，临床表现为进行性骨髓衰竭、先天性发育异常和肿瘤易感等。染色体断裂实验是诊断FA的金标准[@b1]--[@b2]。异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是目前治疗FA的最有效方法。FA患儿由于染色体不稳定性和对烷化剂的易感性，常规剂量预处理方案对此类患儿具有致命性的影响，因此优化预处理方案、减低烷化剂剂量是FA患儿造血干细胞移植的首要任务。我们对接受减低剂量预处理allo-HSCT的4例FA患儿进行回顾性分析。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2015年8月至2016年8月在苏州大学附属儿童医院行allo-HSCT的FA患儿4例，其中女3例，男1例，移植时中位年龄为7（5\~10）岁。伴多指畸形1例，伴肺隔离症1例。4例患儿均行FA相关基因突变筛查，3例为FANCA型、1例为FANCD1型，4例均携带2种FA基因突变。初诊至移植中位时间为32（1\~96）个月。移植前3例患儿口服环孢素A，1例患儿口服他克莫司，其中2例患儿服用十一酸睾酮，但疗效差。4例患者一般资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 接受减低剂量预处理异基因造血干细胞移植范可尼贫血患儿的一般资料

  例号   性别   年龄（岁）   染色体断裂试验   杂合/纯合   基因分型   基因突变位点                                                         父母携带基因情况        临床特征
  ------ ------ ------------ ---------------- ----------- ---------- -------------------------------------------------------------------- ----------------------- ------------
  1      男     5            阴性             杂合        FANCD1     BRCA2基因有2个杂合突变：c.T943A，c.T7469C                            父母各携带1个突变基因   无明显特征
  2      女     10           阴性             杂合        FANCA      FANCA基因变异为复合杂合变异：c.2994T\>G，exon23-30号外显子杂合缺失   父母各携带1个突变基因   肺隔离症
  3      女     6            阴性             杂合        FANCA      FANCA基因有2个杂合突变：c.1811_1812del，c.3239G\>A                   父母各携带1个突变基因   多指
  4      女     8            阴性             杂合        FANCA      FANCA基因有2个杂合突变：c.1889A\>T，c.1A\>G                          父母各携带1个突变基因   无明显特征

2．移植方式：非亲缘10/10 HLA全相合外周血干细胞移植2例，非亲缘10/10 HLA相合脐血干细胞移植、同胞10/10 HLA全相合骨髓联合外周血干细胞移植各1例。

3．减低剂量预处理和移植物抗宿主病（GVHD）预防方案：预处理参照欧洲血液与骨髓移植组（EBMT）推荐方案[@b3]。全部4例FA患儿预处理方案和GVHD预防方案见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 4例范可尼贫血患儿异基因造血干细胞移植预处理和GVHD预防方案

  例号   性别   年龄（岁）   预处理方案                                                                                      GVHD预防方案
  ------ ------ ------------ ----------------------------------------------------------------------------------------------- --------------
  1      男     5            Bu 3.6 mg/kg(−10 d);ATG 11 mg/kg(−9～−6 d);Flu 170 mg/m^2^(−7～−4 d)；CTX 20 mg/kg(−3、−2 d)    MMF+CsA
  2      女     10           Bu 3.2 mg/kg(−10 d);ATG 10 mg/kg(−9～−6 d);Flu 175 mg/m^2^(−7～−4 d)；CTX 20 mg/kg(−3、−2 d)    MMF+CsA
  3      女     6            Bu 3.6 mg/kg(−10 d);ATG 0.5 mg/kg(−7～−4 d);Flu 180 mg/m^2^(−7～−4 d)；CTX 20 mg/kg(−3、−2 d)   MMF+CsA
  4      女     8            Flu 175 mg/m^2^(−6～−2 d);ATG 10 mg/kg(−5～−2 d)；CTX 20 mg/kg(−5～−2 d)                        MMF+FK506

注：GVHD：移植物抗宿主病；Bu：白消安；Flu：氟达拉滨；CTX：环磷酰胺；MMF：霉酚酸酯；CsA：环孢素A；FK506：他克莫司。本组病例抗胸腺细胞球蛋白（ATG）均为法国赛诺菲公司产品

4．植入、GVHD分级及嵌合检测：ANC\>0.5×10^9^/L连续3 d为粒细胞植活；PLT\>20×10^9^/L连续7 d且脱离血小板输注为血小板植活。GVHD依据Glucksberg分级[@b4]。通过性染色体FISH检测、短串重复序列聚合酶链反应（STR-PCR）判断植入情况，STR≥95%视为完全植入。

5．并发症防治：肝静脉闭塞病（HVOD）预防：从预处理开始应用前列腺素E1及肝素，移植后30 d停药。病毒感染预防：更昔洛韦10 mg·kg^−1^·d^−1^，−7\~−1 d，移植后常规应用阿昔洛韦20 mg·kg^−1^·d^−1^，每周检测CMV、EBV抗原及CMV-DNA-PCR和EBV-DNA-PCR，根据检测结果决定是否更换抗病毒药物。

6．随访：采用门诊、电话等方法进行随访，截止时间为2017年6月30日。全部4例患儿中位随访时间为14（10\~21）个月。移植后6个月内每个月进行血常规、骨髓象、供受者间基因嵌合率、免疫功能检测；移植后6个月至1年，每2个月进行以上指标检测。移植1年后每年进行以上指标检测，进行实体瘤筛查。

结果 {#s2}
====

1．移植资料：4例FA患儿移植的相关信息见[表3](#t03){ref-type="table"}。4例患者全部获得造血重建，粒细胞植入中位时间为11（9\~15）d，血小板植入中位时间为12（8\~28）d。

###### 4例减低剂量预处理异基因造血干细胞移植范可尼贫血患儿的治疗结果和转归

  例号   干细胞来源    回输CD34^+^细胞(×10^6^/kg)   回输单个核细胞(×10^8^/kg)   中性粒细胞植入时间(d)   血小板植入时间(d)   aGVHD     病毒感染                   其他并发症                                           随访时间（月）   转归
  ------ ------------- ---------------------------- --------------------------- ----------------------- ------------------- --------- -------------------------- ---------------------------------------------------- ---------------- ------
  1      外周血        4.01                         10.17                       11                      12                  无        EBV-DNA阳性、CMV-DNA阳性   无                                                   17               存活
  2      外周血        5.49                         7.96                        10                      11                  无        EBV-DNA阳性                消化道出血、肠道感染、口腔感染、高钾血症、低钠血症   10               存活
  3      外周血+骨髓   9.57                         18.57                       9                       8                   无        EBV-DNA阳性、CMV-DNA阳性   无                                                   21               存活
  4      脐血          2.56                         9.83                        15                      28                  Ⅰ度皮肤   EBV-DNA阳性、CMV-DNA阳性   高血压脑病                                           12               存活

注：aGVHD：急性移植物抗宿主病

2．移植相关并发症：1例（例4）患儿于+51 d出现Ⅰ度皮肤急性GVHD，予以甲泼尼龙（2 mg/kg）治疗后好转。余3例均无急性GVHD发生。4例患儿移植后血清EBV-DNA均为阳性，3例患儿移植后血清CMV-DNA阳性。给予阿昔洛韦20 mg·kg^−1^·d^−1^或更昔洛韦10 mg·kg^−1^·d^−1^治疗后好转。例2于+32 d并发出血性膀胱炎，予以水化、碱化、止血等对症处理后缓解。

3．其他并发症：例3移植后出现消化道出血、肠道感染、口腔感染、出血性膀胱炎、高钾血症、低钠血症及心脏停搏，经心脏临时起搏、血液透析滤钾、呋塞米排钾利尿等措施后好转。

4．随访结果：目前4例患儿均病情稳定，供受者基因嵌合率稳定在95%以上。

讨论 {#s3}
====

FA确诊的中位年龄为7岁，患儿大多因再生障碍性贫血以及先天发育异常（如身材矮小、咖啡斑、挠骨缺失以及多指畸形）而确诊[@b5]。本组4例患儿均有骨髓衰竭为表现。例2伴有肺隔离症，这是FA患者中并不常见的先天性畸形。4例FA患儿均依据基因检测结果确定诊断。

目前allo-HSCT是FA患者最有效的治疗措施，移植相关死亡主要与供者的选择及受者自身因素有关。一般而言，年龄\<10岁、没有进展为骨髓增生异常综合征（MDS）或急性白血病的FA患者，选择HLA相合的同胞供者能够取得良好疗效[@b6]。移植相关死亡和GVHD的发生与以下因素有关：受者是否存在肾脏疾病、肝脏毒性、移植前感染、选择无关或是半相合供者、外周血或脐血干细胞以及不同的预处理方案[@b7]。本组4例患儿年龄均≤10岁，仅1例接受同胞全相合allo-HSCT，3例选择无关供者allo-HSCT（外周血2例，脐血干细胞移植1例），均植入成功，仅接受脐血干细胞移植的患儿出现了Ⅰ度皮肤急性GVHD，给予甲泼尼龙治疗后好转。

Socié等[@b7]于1998年首次报道了环磷酰胺（CTX）20\~40 mg/kg联合低剂量胸腹部放疗或全身放疗（400\~450 cGy）的预处理方案可使FA患者获得长期生存。含大剂量CTX的预处理方案与GVHD的高发生率有关，这可能源于FA患者DNA修复功能的缺陷[@b8]--[@b9]。此后，有研究显示，在原有预处理方案基础上加入ATG有可能提高生存率、减少GVHD的发生[@b10]--[@b12]。另有研究显示，无关供者及脐血干细胞移植中，预处理方案中加入Flu可提高生存率[@b6],[@b13]--[@b14]，但对同胞相合allo-HSCT的影响还未明确。本研究中4例患儿均采用含Flu诱导强化、低剂量CTX为基础的预处理方案，未发生严重GVHD。

研究表明，选择亲缘相合供者移植的FA患儿，低剂量CTX化疗联合胸腹部放疗可提高疗效且不增加并发症的发生[@b15]。Gluckman等[@b16]分析199例行骨髓移植的FA患者，显示低剂量CTX（15\~25 mg/kg）联合局部放疗可提高患者生存率（*P*=0.009）。Kohli-Kumar等[@b17]报道了18例FA患者，预处理中给予胸腹部放疗400 cGy，17例患者移植成功，中位随访27个月，所有患者均存活，未发生Ⅱ\~Ⅳ级急性GVHD。

近期大量研究表明，预处理方案中含放疗的allo-HSCT患者预后较差[@b6],[@b18]。Socié等[@b7]报道50例FA移植患者，所有患者均行500 cGy全身照射，未发现全身照射使患者获益，因此对于FA患者的预处理不推荐全身照射。本组4例患儿预处理方案均不含全身照射，获得了较好的效果。

长期以来，研究者很少建议选用无关供者allo-HSCT治疗FA，主要是因为其具有较高的植入失败和GVHD发生率[@b19]--[@b20]。但最近研究发现移植前无机会性感染或输血的患者，移植后5年总生存率达94%[@b21]。基于Flu诱导强化、减低剂量、含或是不含去T细胞治疗的预处理方案有利于改善生存率[@b22]--[@b23]。

在脐血干细胞移植中，全相合脐血是一个合理的选择。细胞含量少是脐血干细胞移植应用受限的主要原因。Gluckman等[@b13]回顾分析了1994至2005年行无关脐血干细胞移植的93例FA患者的临床资料，其中80%的患者有1或2个HLA位点不合，61%的患者采用基于Flu的预处理方案，3年总生存率为（40±5）%，60%患者中性粒细胞恢复时间\<60 d，Ⅱ\~Ⅳ度急性和慢性GVHD发生率分别为32%、16%；单因素分析结果显示，Ⅱ\~Ⅳ急性GVHD的发生与HLA相合程度相关；死亡的主要原因是感染、植入失败以及急性GVHD，预处理中ATG的使用与改善生存率无相关性，有核细胞数\>4.9×10^7^/kg、预处理中含Flu与改善植入率及生存率相关。本研究中3例采用无关供者全相合allo-HSCT患儿均采用Bu+ATG+Flu+CTX预处理方案，均获得造血重建，目前均存活。例4采用脐血干细胞移植，预处理方案为Flu+CTX+ATG，选取的脐血有核细胞数较高（9.83×10^7^/kg），移植后仅出现轻度GVHD，多次检测STR均达到97%以上，获得了良好疗效。

多数未接受allo-HSCT的FA患者在发生实体瘤之前死亡，目前allo-HSCT仍然是治愈FA患者的唯一方法[@b24]。研究显示，allo-HSCT与继发性肿瘤的发生有一定的相关性[@b25]。在Potter等的研究中，接受allo-HSCT的FA患者鳞状细胞癌发生率较未接受allo-HSCT的同龄患者高4.4倍[@b26]。FA患者合并实体肿瘤的治疗效果欠佳，5年生存率不足50%[@b27]。所以，对接受allo-HSCT的FA患者，有必要延长随访时间，密切关注肿瘤发生的可能性。

总之，本组病例结果初步证实了减低剂量预处理allo-HSCT对FA患儿的疗效和安全性。
